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1. Bevezetés

Az allergidas megbetegedések, mint példaul az adlergsztma és rhinitis cordulasi
gyakorisadga az utdébbi néhany évtizedben dramai méuegnovekedett a fejlett orszagokban.
A WHO (World Health Organization) adatai szerint08eben vildgszerte 300 milli6 ember
szenvedett asztmaban. Ezek a betegségek gelenértékben rontjak az egyének
életmirbségét, valamint szamoti@wa szociologiai és gazdasagi hatasuk is. Egy 2@09-b
végzett felmérés szerint Magyarorszag lakossagkinak0%-a parladifszenzitizalt. Ezek az
adatok azt mutatjdk, hogy a parlagizenzitizacié gyakorisaga, 6sszehasonlitva magpktz
vagy nyugat europai orszag adataival, Magyarorszagessze a legmagasabb.

Az IgE ellenanyagok altal medialt léguti allergiémsakciok kialakulasa két szakaszra

bonthatd. Az els szakasz a szenzitizaciés fazis, amit az elicitheayy kivaltasi fazis kovet.

1.1 Az allergias reakcidk kialakuldsanak el$ fazisa — a szenzitizacio

A léqguti allergias reakcidk elinditdsaban az amtiggezentald sejtek (APS-ek) egyik
specializalt populacioja, a dendritikus sejtek (El3-alapvet szerepet jatszanak azaltal, hogy
hidat képeznek a velesziletett és szerzett immysnfohtok kdzott.

Szdmos DS alpopuléciét azonositottak a légutak nkidi® részein, melyek eltér
funkciokkal jellemezhéik. A légcd és a horgk nyalkahartyajaban jol fejlett halozatot
képeznek az intraepithelialis DS-ek. Ezeknek aekegk a nyulvanyai (dendritjei) a Iéguti
hamsejtek kdzé hatolva még ,steady state” korulrakrkbzott is monitorozzak a légutak
lumenjét. Mas léguti DS alpopuléciok a légutak saukozalis részében, valamint a &id
parenchymaban helyezkednek el, ezeknek a felad&iabhen az effektor CD4T sejtek
aktivalasa és restimulalasa. A plazmacitoid DSRS-ek) ,steady state” kortlmeények
kozott csak kis szamban fordulnaké eh légutakban és hozzdjarulnak az inhalacios
tolerancidhoz ugy, hogy miutan felveszik az artdlamantigéneket, éseqitik a reguléator T
sejtek (Treg-ek) fefldését.

A DS-ek legfontosabb feladata az antigén felvétée elszallithsa a kornyéki
nyirokcsomokba, ahol bemutatjdk a peptid-antigéhekeaiv T sejteknek és indukéljak azok

A DS-ek éréséhez/aktivaciojahoz legalabb két jgékséges. Az egyik jelet éldlegesen
a receptor-medialt antigén felvétel szolgaltatjag m masodik jelet az antigén felvétel

folyamata soran a patogén asszocialt molekulaniganatok (PAMP) és ,veszély szignélok”



(DAMP) észleléese eredményezi. Maguk az allergérsekdrdozhatnak vagy kivalthatnak
veszély jeleket, melyek képesek a DS-ek aktivé#asds a Th2 iranyd immunvalasz
elinditasara. A legtdobb allergén rendelkezik prbtios aktivitassal, mely hozzajarul az
allergias betegségek pathogeneziséhez azaltal, hmagkonnyiti az allergének atjutasat a
hamsejt rétegen keresztil és befolyasolja a vdiestiiimmunitas sejtjeinek ikodését.
Ismert tovabbd, hogy egyes novényfajok polledijdioaktiv lipidek (pollen asszocialt lipid
mediatorok) szabadulnak fel, valamint adenozintaitalmaznak, ami szintén hozzgjarul a
réven reaktiv oxigengyokok (ROS-ok) termelésélemesek.

Miutan a DS-ek érzékelték és felvették az antigéntafferens nyirokereken keresztil a
kornyéki nyirokcsomokba vandorolnak, ahol a feldalgtt antigéneket a T sejteknek
bemutatjak és elinditjak a megfélel sejt valaszokat. Ez a folyamat nagymeértékbe féig
DS-ekldl szarmazd jeleldl, igy az MHC-peptid komplexek mennyiségjé{szignal 1), a
sejtfelszini kostimulator molekuldktol (szignal @3 a termelt citokine&t és kemokineldl
(szignal 3). Az allergének &ltal aktivalt Th2 skjteagy mennyisdg IL-4, IL-5 és IL-13
citokineket termelnek, melyek a hizosejtek és awitigranulocitdk toborzasaban, valamint a
B sejtek IgE izotipus valtasaban jatszanak szerepetlgE a hizésejtek és a bazofil
granulocitak sejtfelszinén l8wagy affinitdsu IgE receptorhoz kdik (FcRI), igy ezek a

sejtek szenzitizaltta valnak.

1.2 Kivaltasi fazis

Ismételt allergén expozici6 a hizosejtek ¢Bc receptordhoz kétott IgE
keresztkbtéséhez vezet, majd az ezt kdventracellularis jelatviteli folyamatok
eredményeként szamos bioldgiailag aktiv termék réngdja indul meg. Azok a mediatorok,
melyek citoplazmatikus granulumokban tarolédnakintra biogén aminok, szerin proteazok,
proteoglikanok - az allergén expozicot kéwst perceken belll felszabadulnak.
Hasonl6képpen az aktivalt hizésejtek altal Ujonnearmelt mediatorok a leukotrién 4B
(LTBg4), LTC4 bizonyos citokinek és novekedési faktorok szintgnanulumokkal
asszocialtak. Ezek a mediatorok hozzajarulnak aaikddivaltasi fazis tuneteinek
kialakulasdhoz, mint példaul a megnovekedett érpahititds, a bronchus-simaizom
0sszehlzédas és a megnovekedett nyaktédesl mely kohogést és légzési nehézséget
eredményez. Az ERI altal medialt szignalok mellett alternativ mecizanusok is €lsegitik

a hizésejtekdl torténs mediator felszabadulast. Az allergias folyamatokas a hizésejtekre
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a pollenszemek altal, illetve a szdvetekbe vandgsldlladasos sejtek altal termelt reaktiv
gyokok is hatnak. Nemrégen kiderillt, hogy a patiggdllen kivonata ROS termelés révén
aktivalja az RBL-2H3 sejteket (bazofil leukémiatgepal) és IgE4l flggetlen mediator

felszabadulast idéz &l

1.3 Oxidativ stressz a légutakban

A léguti allergének altal kivaltott allergias gladas szoros 6sszefliggésben van az
oxidativ stressz kialakulasaval, amelyet a ROS ¢#¥s €s az antioxidans valamint a
gyotkfogé mechanizmusok megbomlott egyensulya erager

A légutakban kialakul6 oxidativ folyamatokban amegén és exogén forrasokbdl is
szarmazo szabadgyokok fontos szerepet jatszanak.

A gyulladasos sejtek, mint a makrofagok, neutréileozinofil granulocitak tekinthigt
az endogén reaktiv oxigéngyokokdaelkeges forrasainak. Ezek az aktivalt gyulladasgtelse
kulonbo®d enzimek (példaul NADPH oxidazok, a xantin oxida&ndszer), valamint a
mitokondrialis 1égzési lanc tkddése révén szuperoxid anion,{jQermelésére képesek. A
neutrofil granulocitdk szabadgyodk termelése a léggulladas sulyossagaval korrelal. A
léguti makrofagok asztmés betegekben nagyobb medgiyiO, -t termelnek, mint
egészségesekben. A kornyezeti tédkezamint az 6zon, a dizelmotorok kipufogofistje, a
cigarettafiist szintén hozzajarulnak a szabadgyddigkebdéséhez a tigthen, ami a tlinetek
felerssodését eredményezheti.

A ROS oxidalé hatadsat a redukdldo agensek, az xadéiosok vedik ki, amelyeket
biokémiai tulajdonsaguk alapjan feloszthatjuk eratikus vagy nem enzimatikus
antioxidansokra. A tiiben az dlbbiek kozott tartjuk szamon a szuperoxid dizmutazt,
katalazt, a glutation peroxidazt és a tioredoxiem enzimatikus antioxidansok példaul a
mucin, a hugysav/urat, a glutation, az aszkorbinsaeeruloplasmin, a transzferrin, az E
vitamin, a ferritin és a bilirubin.

Az utobbi 10 évben szamos Uj elemmélilit az ismeretlink az oxidativ stressz és a
léguti allergének altal okozott allergias gyullad&szti 6sszefliggéest. Kiderdlt, hogy
kulonbo®d novenyfajok, koztik az ésen allergén gyomok (pl.: parldégf fak és fifélek
pollenjei NAD(P)H oxidaz aktivitdssal rendelkeznek.prooxidans aktivitdssal rendelkez
hidratalt pollenszemek, valamint a 8lék felszabadul6 szubpollen részecskék fontos petre
jatszanak az allergias gyulladas kezdeti szakaszaBabizonyosodott, hogy a pollen

NAD(P)H oxidazok altal termelt szabadgyokok oxidasitresszt indukalnak szenzitizalt
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egerek tudejében és kbrtyajaban percekkel a pollen expoziciét kégat Ez az els
szignal a tudbe toborozza a neutrofii granulocitakat, fliggetlenaz adativ
immunvalaszoktdl. A pollenszemek altal termelt R@Shatasat a human DS-ekre kordbban

még nem vizsgaltak.

1.4 Statikus magneses mézSMM)

Szamos tanulmany beszamol arrél, hogy a magnesaskrhatassal vannak kulonféle
sejtfunkcidkra, habar az SMM és a sejtek k6zowjlézanterakciok mechanizmusai még nem
telies mértékben ismertek. Az egyik lehetséges mamzmus az SMM kozvetlen
kolcsbnhatasa a szabadgyodkokkel, befolyasolva abréam és mas élettani folyamatokat. A
masik feltételezett mechanizmus a szervezet oxidatsxidans egyensulyanak
megvaltoztatasa. Az SMM tovabba befolyasolhatjaebegktronok spinjét, ami a kémiai
reakciok kinetikajaban bekovetkiezaltozasokhoz és a sejtfunkcidk médosulasdhoztetze

Az SMM A&ltal kifejtett pozitiv hatasokat, melyeketz oxidativ stressz mutatok
meérseklésével, valamint az oxidativ stressz makkezmtjének csokkenésével fejt ki, szamos
tanulmany leirta. Ugyanakkor az irodalmi adatokrminondasosak ezen a kutatasi terileten,
mivel mas eredmények azt mutatjak, hogy az SMMilstalha a szabadgydkoket, igy noveli
a koncentracidjukat és a sejtek kozotti diffundalkds, mely oxidativ karosodashoz vezethet.
Az eddig megfigyelt egymasnak ellentmondd hatasklkama lehet az oka, hogy kilonkbz
sejttipusokon és @lszervezetekben kiulénbderosseg SMM hatasait vizsgaltak.

Munkank soran az SMM hatasat a ROS teénmmrlagfi pollen altal indukalt 1éguti
allergids gyulladasra egy olyan magneses berensldzégsgaltuk, amelyet L4szl6 Janos és
munkatéarsai fejlesztettek ki. Ez a kutatocsopomakban kimutatta, hogy kisérleti egerek
teljes testét & inhomogen SMM dis fajdalomcsillapitd hatast fejt ki az an. vonaglas
tesztekben és csokkenti a gyulladasos mechanikmlalédnmal szembeni fokozott
érzékenységet. Valamint azt is kimutattak, hogy SMM gatolta a makrofagok pro-
inflammatorikus citokin termeléseét.

Ezen korabbi adatok alapjan kivantuk vizsgalniregéellben az SMM expozicio
hatasat pollen altal indukalt l1éguti allergias dgdésra. Jelenleg tudomasunk szerint nem all
rendelkezéstinkre irodalmi adat az SMM pollen akiailtott allergias gyulladasra valo
hatasarol.



2. Ceélkitiizések

Munkank soran az alabbi kérdések megvalaszolaziikt ki célul:

* A ROS termda pollenszemek képesek-e oxidativ stressz kivadlsaman monocita
eredeti DS-ekben?

* A pollenszemek altal indukalt oxidativ stressz wajmefolyasolja-e a velesziletett
immunvalaszokat azéltal, hogy hozzdjarul a DS-ektivaldsahoz és

citokintermeléséhez?

» Befolyasoljak-e a pollen eredetROS-ok a pollen antigén dependens adaptiv
immunvalaszokat a DS-ek funkcidinak megvaltoztatdsesztil?
* Az inhomogén SMM-nek van-e hatasa a pollen indulegtiti allergias gyulladas

szenzitizacios és elicitaciés fazisémavivo modell rendszerben?

* Milyen mechanizmuson keresztil fejti ki a hatdsatimhomogén SMM a léguti

allergias gyulladasban?



3. Anyagok és mddszerek

3.1 Pollen expozicio hatasa human monocita eredeDS-ekre

Monocita izolalas és a DS-ek tenyésztése

Egészséges véradd donoroktdl szarmazoé ,buffy coatitakat a Debreceni Regionalis
Vérellatd Kozponttdl szereztik be, az Orszagos N&ée Szolgalat igazgatdjanak és a
Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaganak irasos eflgédel. Human periférias vér
mononuklearis sejteket (PBMCs) Ficoll-Paque Plusnéfsham Biosciences, Uppsala,
Sweden) segitségével végzeitiség gradiens alapu elvalasztasi eljarassal nyeditild
monocitakat a PBMC frakcidbdl pozitiv szelekciovyahramagnesesen jelolt anti-CD14
ellenanyag (Miltenyi Biotec, Bergush Gladbach) tsgjével izolaltuk. Ezt kovéen a
sejteket 12 lyuku tenyészplate-en AIM-V tapfolyadékban (Invitrogen, Carlsh&A, USA)
2x1¢ sejt/ml koncentracidéban 5 nap alatt éretlen Déethifferencialtattuk 80 ng/ml GM-
CSF (Gentaur Molecular Products, Brussels, Belgigs)100 ng/ml IL-4 (Peprotech EC,

London, UK) jelenlétében.

A DS-ek kezelése és karakterizalasa

Az 5. napra éretlen DS-ekké differencialodott $&jte100 ug/ml parlagfi (Ambrosia
artemisiifolia) pollenszemekkel (RWP; Greer Laboratory, LenoirC,NUSA) kezeltik,
melyeket abzéleg 10 percig szob@émérsékleten AIM-V tapfolyadékban hidrataltunk. A
kontroll kisérletekben a DS-eketskezelt (72°C, 30 percig) parldgfpollenszemekkel
kezeltik (RWP). Az oxidativ stressz DS-ekre gyakorolt hatas4tolenexpozicié @it 1
oraval a tenyészethez adott antioxidans (10 mM riNeigtyl-o phenylnitrone; PBN)
alkalmazaséaval vizsgaltuk. 24 éra elteltével kifimdbcitokinek mennyiségét detektaltuk a
DS-ek feltluszoéibdl.

A DS-ek fenotipusos valtozasait 24 o6ras kezelésékeeten analizaltuk aramlasi
citometriaval. A kovetkek fluorokromokkal jelolt ellenanyagokat hasznaltwdati-CD83-
FITC, anti-CD86-PE, anti-HLA-DR-FITC (BD PharmingeBan Diego, CA, USA), anti-
CD80-FITC és anti-CD40-PE (Immunotech, Marseillgriee). A megfelélizotipus kontroll
ellenanyagok a BD Pharmingefil-t szarmaztak. A méréseket FACSCalibur aramlasi

citométeren (BD Biosciences Immunocytometry SysteRganklin Lakes, NJ, USA)



veégeztik és az adatelemzéshez WinMDI softwaregefito Trotter, La Jolla, CA, USA)

hasznaltunk.

Intracellularis ROS detektalasa DS-ekben

2’-7’-Dihidro-dichlorofluorescein diacetat gBCF-DA, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) segitségével detektaltuk az RWP expozicioddatadbekdvetkézintracellularis ROS
mennyiségének valtozasat. A kezeletlen 5 napoke@rBiS-eket, valamint a PBN-elogkzelt
DS-ket 50 uM HDCF-DA-val jeloltik 37°C-on 30 percig. A feleslegéssték eltavolitasa
utdn a sejteket RWP-vel, RWRal, RWP+PBN-el vagy NADPH oxidaz inhibitorral
(diphenyleneiodonium, DPI) @&tezelt RWP-vel stimulaltuk. A bekdvetkeZluoreszcencia
valtozdsokat Synergy HT micro plate reader-rel {Bé&k Instruments, Winooski, VT, USA)
mertuk (EX: 488 nm, EM: 530 nm).

T sejt proliferacio vizsgalata

Naiv CD4 T sejteket negativ szelekciéval naiv CDB sejt izolalo kit segitségével
(Miltenyi Biotec) PBMC-Ibl szeparaltuk. A PBN jelenlétében vagy hianyaban FR&I
kezelt DS-eket, valamint a RW®al kezelt DS-eket 0,5uM karboxifluoreszcein-
szukcinimidil-észterrel (CFSE, Molecular Probesklje allogén naiv CD4 T sejtekkel
tenyésztettik egyutt 4 napig O8/ml anti-humén CD3 (BD Pharmingen) jelenlétében. A
DS-ek és T sejtek aranya 1:20. Pozitiv kontrollkEdiig/ml phytohemagglutinin-nal (PHA,
Sigma-Aldrich) stimulalt T sejteket hasznaltunk. Wéréseket FACSCalibur aramlasi

citométeren végeztik és az adatelemzéshez WinMBVae-t hasznaltunk.

T sejt aktivacio vizsgalata autolog DS-ek jelenlédé@

A naiv CD4 T sejteket 3 atopias és 3 egészséges donordréréliltuk. Pollenkezelt és
kezeletlen DS-eket (2xfyuk) 4 napig autolég naiv CDAT sejtekkel (2x18lyuk)
tenyésztettink egyitt 96 lyuku sejttenyésglate-ken AIM-V médiumban. Majd a letapadt
DS-ekel eltavolitott T sejteket 24 oran keresztul 5 pgamti-CD3 ellenanyaggal fedett plate-
eken reaktivaltuk. A T sejtek fellluszojdban kulémb citokinek mennyiségét hataroztuk

meg.

Citokinméreések
A DS-ek éltal termelt citokinek koncentraciojat @l.-I1L-8, 1L-10, IL-12(p70) és TNFe
specifikus ELISA kit-ek (BD Pharmingen) segitsédéhataroztuk meg. A T sejtek altal
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termelt citokinek mennyiségét cytometric bead alragznalataval mértik. A Human Allergy
Mediators Kit (BD Biosciences) segitségével az JLH34, IL-5, IL-7, IL-10 és GM-CSF
mennyiségét szimultan mértik a mintadinkban. A mé&d-ACSCalibur aramlasi citométert,
az eredmények kiértékeléséhez pedig FCAP arrawadtt (BD Pharmingen) hasznaltunk.
A T sejtek feluliszojaban az IFNmennyiségét human IFNELISA set (BD Pharmingen)

segitségével hataroztuk meg.

IL-10 termely’ T sejtek karakterizalasa

A DS-ekkel egyutt tenyésztett autolog T sejteket G#dn keresztll reaktivaltuk. A
stimul&cié utolsé 6 6rdjaban monensint (GolgiS®IP,Biosciences) adtunk a sejtekhez, mely
megakadalyozza a termelt citokinek szekrécidjasefieket anti-CD25-FITC antitesttel (BD
Pharmingen), a fixalas és permeabilizalas utangpeokp3-PE (eBioscience, San Diego, CA)
és IL-10-APC (Miltenyi Biotec) ellenanyagokkal jélik. Az izotipus kontroll ellenanyagokat
a BD Pharmingenét szereztik be. A méréshez FACSCalibur aramlasonsitert
hasznaltunk, az adatokat pedig FlowJo softwareeftes, Ashland, OR, USA) segitségével
értékeltuk ki.

3.2 Inhomogén SMM hatasa allergias gyulladasra

Inhomogén SMM edallitasa

Az inhomogén SMM-t egy olyan berendezéssel allito&ls, mely 2 db matrixbol allt,
melyek 10x10 mm-es neodimium-vas-bér (NdFeB) N35={B0 T) henger magneseket
tartalmaztak. A négyzetracsban egyméas mellett saor@lhelyezkei magnesek ellentétes
polaritdstuak voltak, akarcsak a két matrixban eggalhszemben elhelyezkdd A két
matrix kozott |év tavolsag 50 mm volt, ami lelés tette, hogy ko6zéjuk egy perforalt fall
mianyag ketrecet (140x100x46 mm) helyezziink, melyd®eexpozicié ideje alatt a kisérleti
allatok tartézkodtak, vagy sejttenyé&splate-ket tegyiink az expozicios térbe.

Annak érdekében, hogy két kulonkdoeosseéd magneses indukcié hatasat vizsgaljuk
ugyanolyan korulmények kozoétt, amn vitro kisérleteinkben a kovetkézelrendezeést
hasznaltuk: a két 6 lyuka sejttenyésptate-et egymasra helyeztik, melyeket a tovabliakb
alsé illetve fel§ pozicioban elhelyezkéd plate-ként emlitjuk. A sejttenyégztplate
magassaga (12 mm) hatdrozta meg a két szint kdaéitilsagot, igy a sejttenyeszelilet
tavolsdga a magneses matrixtdl az alsé poziciobarm3 a fel§ pozicidoban pedig 15 mm

volt.
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A matrixok sikjaval parhuzamosan a csucstol csuesg magneses indukcio az vivo
ésin vitro vizsgalatok esetében 389,46+0,1 és 2,97+0,1 mTj, ami oldaliranyl indukcid
gradiensek 39,25 és 0,22 T/m volt 3 mm illetve I magassagban. Askiesztnél hasznalt
SMM értékek: 192,28+0,1 mT, az oldaliranyu indukgrddiense 18,89 T/m volt a magrigst

3 mm-re.

Allatok, szenzitizalas, kivaltas és SMM expozicio

Nostény 8 hetes Balb/c (Charles River, Wilmington, M#ASA) egereket hasznaltunk a
kisérletekhez. Egyszerre 3 allatot tettiink ki azMsMxpozicionak, ugy hogy perforalt
mianyag ketrecbe helyeztilkk az allatokat, és a kéte¢c®0 vagy 60 percre a magneses
berendezésbe raktuk. A kontroll kisérletekben Hhasdmlitkat alkalmaztunk az allatok
magneses térbe helyezése nélkul.

Az Aéllatokat 2 intraperitonedlis oltassal /3:1 atdan alum adjuvanshoz (Pierce
Laboratories, Rockford, IL, USA) adszorbedlt 150qlt§s parlagf pollenkivonattal (RWPE,
Greer Laboratories)/ szenzitizaltuk a 0. és 4. napoll. napon intranazalisan (in.) adott 100
ng RWPE-vel valtottuk ki az allergias gyulladasoritollként in. PBS-t (PAA Laboratories,
Pascing, Austria) hasznaltunk. Az allatok termisala 14. napon tértént.

Az allatkisérletek kezelési protokolljait a Debmeic&Egyetem Allatkisérleti Bizottsaga
jovahagyta.

Allergias gyulladas kimutatasa

A légutakba infiltralodd gyulladasos sejtek vizegal céljabol a bronchoalveoléris
mosofolyadék (BALF) analizisét 72 oOraval a naz&iigltds utdn végeztik el. Teljes és
differencial sejtszamot is meghataroztuk Wrightr@sa festést alkalmazva. A tild
hisztologiai vizsgalatahoz a formalinban fixalt dddkeresztmetszeti szeleteit hasznaltuk. A
szubepitélidlis régidkban bekdvetkegyulladas mértékének meghatarozasara hematoxilin-
eozin festést alkalmaztunk, a mucinterénelejteket pedig perjodsavas Schiff festéssel
mutattuk ki. Az igy megfestett metszeteket PhotoicetCooISNAP Fx CCD (Tucson, AZ,
USA) digitalis kameraval felszerelt Nikon Eclipsée T200 (Tokyo, Japan) fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk.

Mucin szint mérése BALF mintakban
MUCS5AC mennyiségét ELISA technika segitségével mtwikaki a BALF mintakban. A
mintakat feled higitdsban 96 Iyuk( plate-ekbe raktuk és 37°C-okubaltuk. Miutan
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megszaradtak a lyukak blokkoltuk, majd 1 oran kaids biotinnal-konjugalt egeér
monoklonalis MUC5AC ellenanyaggal (1:10000) inkabi&l A mosasi Iépések utan 1 orés
inkubacid kovetkezett streptavidin-tormaperoxidézjelolt kecske anti-egér IgG-vel
(1:10000). A peroxidaz szubsztratjanak (3,3',e&amethylbenzidine) hozzaadasat kéeat

a detektalt szinvaltozast 450 nm-en mértiuk.

A légutak total antioxidans kapacitdsanak mérése

Naiv egereket intranazalisan RWPE-vel, ill. PB&egeltink, majd ezt kové&tn azonnal
30 perces SMM vagy kontroll expoziciénak tettiik didet. 15 perccel a kezelés utan
Osszegyijtottik a BALF mintakat. A mintak centrifugalasanta felliliszok total antioxidans
kapacitdsat spektrofotometrias eljardssal 570 nmmémik Total Antioxidant Capacity Assay

Kit (Abcam, Cambridge, UK) segitségével.

RWPE altal termelt ROS mérése sejtmentes korilmérk@zott és sejttenyészetben

Parlagfi pollenkivonatot (100ug/ml) és 50 uM H,DCF-DA-t inkubaltunk 100uM
NADPH-t tartalmaz6 PBS 6 lyuku platek-ben. A kofitrkisérletekben az elegy nem
tartalmazott RWPE-t. Az epitélsejtekkel (A549) veétjzkisérletekben a sejteket M
H,DCF-DA-val inkubaltuk 37°C-on 15 percig. A felestexyfesték eltavolitadsa utan a sejteket
PBS+NADPH-val vagy RWPE+NADPH-val kezeltik. A kezstk utan a plate-ket 30 percig
kontroll vagy SMM expozicionak tettlk ki az alsih, & felss pozicionak megfeléen. A DCF
fluoreszcencia valtozasokat Synergy HT microplader-el detektaltuk (EX: 488 nm, EM:
530 nm)

Human bértesztek

A vizsgalatokat 62 dnkéntesen végeztuk el (21 #sfidl 6, 22 és 50 ev kozottiek). A
résztvevk irdsos beleegyéznyilatkozatot tettek. A keis vak, randomizalt vizsgalatot a
Debreceni Egyetem Etikai Bizottsdga engedélyezte aésTudgyogyaszati Klinika
szakorvosanak feligyelete mellett végeztik el.

A bérteszteket mindkét alkar béldellletére egyszerre vittiik fel. A vizsgalathoz piv
kontrollt (hisztamin), negativ kontrollt (fiziol6gs séoldat) és négy kulontiozguti allergént
(poratka, macskaség, fiifélék, parlagh) hasznaltunk. A mintdkdrbe juttatasat kovéen az
egyik kart azonnal a magneses térbe, mig a mastkakaal-expoziciés térbe helyeztik. A

kialakult 6déma méretét a 15 perces expoziciot ié@veazonnal mertik.

12



Statisztikai analizis
A pollenkezelt DS-ek funkcidit vizsgald kisérletekb egy utas ANOVA-t kovét
Bonferroni vagy Dunett post hoc probaval végeztikeeedmények statisztikai értékelését.
Pearsony’ tesztet hasznéltunk a DS-T sejt kokultirakban aivéak T sejt populaciok
eloszlasanak kiértekeléséhez.
Az SMM expozicio allergias gyulladasra gyakoroltdsat vizsgald kisérletekben egy utas
ANOVA-t hasznaltunk. A post hoc analizisekhez Gaidewell és Kruskal-Wallis probat

alkalmaztunk. Az eredményeket p < 0,05 érteknéhtekik statisztikailag szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1 A parlagfii pollenszemek oxidativ stresszt indukalnak human mmocita eredeti DS-

ekben

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a pollenszeni¢RD(P)H oxidaz aktivitdssal
rendelkeznek, ezért megvizsgaltuk a pollenszemeklatix stressz indukalé képességét
monocita eredétDS-ekben. A pollen expozicio hatadsara megemelk&eF fluoreszcencia
jelet detektaltunk a DS-ekben, mely valtozas nert negfigyelhet a sejtek Binaktivalt
pollenszemekkel tortén kezelését kovéen. A DPI-vel ebkezelt pollenszemek szintén
szignifikansan kisebb mértekben noévelték az inthaldeis ROS szintet az intakt
pollenszemekhez viszonyitva. Az antioxidans (PBMN)erléte a sejtkultirdban nem
befolyasolta az alap fluoreszcencia szintet, viszmdkkentette a parlagfpollen-indukalt
oxidativ stressz szintjét a DS-ekben. Ezek az &dard mutatjak, hogy a pollen expozicio
hatdsara oxidativ stressz alakul ki a DS-ekben,ynelenség gatolhatdé antioxidanssal,

valamint a pollen NAD(P)H oxidazok fizikai és kémiaaktivaciéjaval.

4.2 A pollen-indukalt oxidativ stressz befolyasolja a [3-ek citokintermelését és a
sejtfelszini markereik expressziojat

Ismert, hogy a ROS-ok direkt médon vagy az oxidaton maodositott glikoproteineken
keresztll képesek citokinek terri@ését indukalni, ami kritikus pont a velesziletett
immunvalasz kivaltasaban. igy a kovetédezen a pollen eredetROS-ok DS-ekre gyakorolt
hatdsait a sejtek altal szekretélt kemokin (IL-8)aéproinflammatorikus citokinek (TNé--€s
IL-6) mennyiségén keresztul mértuk.

24 oréaval a pollen expoziciot koven, szignifikAnsan magasabb volt az IL-8, TAEs
IL-6 szintje a pollenkezelt DS-ek fellluszojdbannina kezeletlen sejtekében. Az antioxidans
(PBN) csokkentette az IL-8, TNF-€s az IL-6 felszabadulas mértékét a pollen expork
kitett DS-ekben. Azt is kimutattuk, hogy azémdtes bkezelés bar szignifikansan
csOkkentette, de nem szintette meg a pdrlagllen azon képességét, hogy mediatorok
felszabadulasat indukalja a DS-ékbAnnak érdekében, hogy kizarjuk a lebsdgét, hogy a
megfigyelt pollen-indukalt DS aktivacio esetleg allpnszemek LPS kontaminécidjanak az
eredménye, meghataroztuk a pollen mintak LPS taétaligy kisérleteinkben az RWP LPS

tartalmaval azonos mennyisefl6 pg/ml)Escherichia colbdl szarmazo LPS-t hasznaltunk
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IL-8 és TNFeo-t.

A pollenkezelés kismérték CD40 expresszid emelkedést eredményezett a DS-ek
felszinén, mig a CD80, CD86, CD83 és HLA-DR expiEsgelentsen fokozodott. A
hokezelés csokkentette, de nem gatolta meg teljedekian a sejtfelszini markerek
pollenszemek hataséara bekodvetkéakozott kifejeddését a DS-eken. PBN jelenlétében nem
kovetkezett be a DS-ek pollen-indukalt érése. Azsdny LPS koncentracioval kezelt DS-ek
felszinén nem tapasztaltunk valtozast a kostimogaés érési markerek kifefaesében, igy

ezek a sejtek éretlen allapotban maradtak.

4.3 A pollen eredeti ROS-ok befolyasoljak a DS-ek funkcioit
4.3.1 A pollen indukalt oxidativ stressz befolygaa DS-ek allostimulalé kapacitasat

A DS-eket a leghatékonyabb antigén prezentaloldajte tartjak szamon, ezért tovabbi
munkank soran a pollenkezelt DS-ek allogén T dejvalo kapacitdsat vizsgaltuk. A pollen
kezelt DS-ek €is stimuldlo hatast fejtenek ki a T sejtek prolitgdgara. Azt is kimutattuk,
hogy mind a pollenszemek éeetes kikezelése, mind pedig a PBN jelenléte a pollen
expozicié soran csokkentette a DS-ek T sejt akiikapacitasat. A DS-ek 16 pg/ml LPS-sel
valo stimuldlasa az allogén T sejtek mérsékeltif@rdicios valaszat eredmeényezte. Pozitiv
kontrollként phytohaemagglutinnel (PHA) stimulaim CD4 T limfocitakat hasznaltunk.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a pollen lkéx8-ek allogén T sejt stimulald

kapacitasa, ha csak részben is, de fligg a polleozéo indukalta oxidativ stresékt

4.3.2 A pollen eredét ROS-ok megvaltoztatigk a DS-ek T sejt-polarizalétokin
termelését

Mivel az IL-12 és IL-10 citokinek dofitszerepet jatszanak a DS-ek T sejt polarizalo
aktivitdsdban, megvizsgaltuk a DS-ékkelszabadul6 IL-10 és IL-12 mennyiségét 24 oraval
a pollenexpoziciét kovéen. Az éretlen DS-ek kismértékben szekretéltak 2(pI0)-t és
RWP, RWP+PBN, RWP kezelések hatasara sem valtozott szignifikansagjtek citokin
termelése. Ugyanakkor a pollenkezelt DS-ek nagynbbnyiségben termeltek IL-10-et, mint
a kezeletlen sejtek. A DS-ek IL-10 szekrécioja riekozodott a Bkezelt pollenekkel tortént
expozicié hataséra. A PBN jelenléte a sejtkultUa@kigatolta a pollenkezelt DS-ek IL-10
termelését. A kontroll vizsgalatokban hasznalt (PG g/ml) kezelés nem volt hatdssal az IL-

10 termelésre.
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4.3.3 A pollen-indukalt oxidativ stressz modosij@S-ek T sejt polarizalo kapacitasat
Annak érdekében, hogy a pollen NAD(P)H oxidazokraakDS-ek T sejt polarizald
kapacitdsaban betoltott szerepét megvizsgaljukiaglér allergids és egészséges egyének

verélbl izolalt T sejtek citokin termelését mértiik poHkezelt autolog DS-ekkel tortén
aktivaciot koveben. A parlagi pollen allergidsokbdl szarmazo T sejtek szigniian
nagyobb mennyisdglL-3-t termeltek az éretlen DS-ekkel valé kokudtoidt kdveben, mint

az egészséges donorok T sejtjei. Azok a T sejtellyeket pollen-kezelt autolog DS-ekkel
aktivaltunk nagyobb mennyiségben termeltek Th2kaiteket (IL-4 és IL-5), mint az éretlen
DS-ekkel egyiitt tenyésztett T sejtek. Hasonlo eggdinkaptunk a T sejtek altal termelt GM-
CSF esetében is. Azonban a kulortbéaredeli T sejtek citokin termelése kdzott nem
taldltunk szignifikans kulonbséget. Askezelt pollenszemekkel stimulélt DS-ek kevésbé
indukaltdak a T sejtek citokin termelését. Egyedil Ia-10 szekrécidjaban tapasztaltunk
eltérést ezen megfigyeléseinkhez képest, ugyanisiLa) mennyisége szignifikansan
nagyobb volt az allergias donorokbdl szarmaéindiktivalt pollenekkel kezelt autolog DS-
kel kokultivalt T sejtek fellluszojaban. Kimutattivabba, hogy az egészséges donorokbdl
szarmazo6 pollen kezelt DS-ekkel aktivalt T sejtelgyobb mértékben termelnek IRN;

mint az allergias donorokbol szarmazo T sejtek.

4.41L-10 termelé T sejtek karakterizélasa

A tovabbiakban a parlagf allergiasokbol szarmazo IL-10 termielT limfocita
alpopuléciokat kivantuk azonositani, melynek soed$szor a CD25oxp3 T sejtek
jelenlétét vizsgaltuk a T sejt kultirdkban autold§-ekkel tortéfi aktivacio ebtt és utan.
Eretlen DS-ekkel egyiitt tenyésztve megemelkede®®5Foxp3 T sejtek aréanya a
sejttenyészetben. Pollenkezelt DS-ek hatasara edettkezen sejttipus aranya, mely tovabb
emelkedett akezelt pollenszemekkel kezelt DS és T sejt kokakban. A pollenkezelt DS-
ek nem befolyasoltak az IL-10 sejtek aranyat a kezeletlen DS-ekhez képest.auitezelt
pollennel stimulalt DS-ek hatasara tobb IL-ID sejtet detektaltunk. Eredményeink szerint

kisérleti rendszeriinkben az IL-10 citokinfbrrasat a CD2%Foxp3 T sejtek képezték.

4.5Az SMM expozicio nem befolyasolja az allergias reakd szenzitizacios fazisat

El6z6 kisérlet sorozatunkban kimutattuk, hogy a polleedeti oxidativ stressz képes
befolyasolni a DS-ek funkcioit az allergias reakcgzenzitizaciods fazisaban. Mivel az SMM
a biolégiai rendszerekre a ROS-okon keresztil i®jtkieti hatasat, a kovetkézben

szenzitizalt egerekben vizsgaltuk az SMM expozi@tasat a pollen indukalt Iéguti allergias
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gyulladasra. Ekisérleteink eredményei azt mutattak, hogy a stieazios fazis alatt naponta

alkalmazott SMM nem befolyasolta az eozinofilekrsaéa BALF mintdkban a kontrollhoz

képest. Ezzel ellentétben a kivaltasi szakaszbagy®ast koveét napon keresztil alkalmazott
SMM jelentisen, de nem szignifikansan csokkentette az eolgkaoszamat. Eredmeényeink

szerint az SMM expozicié az allergias valasz szdmios fazisat nem befolyasolta, igy a
tovdbbiakban az SMM expozicid kivaltdsi szakaszrgakgrolt hatdsat vizsgaltuk

részletesebben.

4.6A kivaltasi szakaszban alkalmazott SMM expozicié @ékkenti a léguti allergias

gyulladas mértékét szenzitizalt egerekben

Kisérleteinkben RWPE-vel szenzitizalt egereket hakank, a nazalis kezeléshez
RWPE-t vagy PBS-t alkalmaztunk és SMM vagy kontexpoziciénak tettiik ki az allatokat.
Kimutattuk, hogy mar egyetlen 30 perces SMM expozibatasara, kozvetlenll az
intranazalis parlagfpollenkivonat kezelés utan, szignifikAnsan csokkegyulladasos sejtek,
koztik az eozinofilek szama a BALF mintakban, tdétkisebb mértdk volt a légutak
képest. Tovabba csokkent az RWPE indukalt muciragksn és a léguti epitélsejtek
metaplazija is. Az intranazalis RWPE kezelést kb@enapon keresztiil alkalmazott napi 30
perces SMM expozicio szignifikansan cstkkentettgyaladas mértekét. Az SMM kezelés
idétartamanak novelése (3x60 perc) tovabbi gyullad&so®ozinofil sejtszam cstkkenést
eredményezett a BALF mintdkban, valamint a hiszfi@iomintak vizsgalatakor kimutattuk,
hogy csokkent az infiltralodo sejtek mennyiségeegutak szubepitélialis régidiba. A 3x60
perces SMM kezelés hatékonyabban csokkentette ad3Gzintet a BALF mintakban és

kisebb mérték volt a léguti epitélsejtek metaplaziaja a 3x30cpsrkezeléshez viszonyitva.

4.7Az SMM expozicid hatasa a pollenkivonat ROS termél képességére sejtmentes

koralmények kozott

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk milyen mechanizmusok aklraz SMM expozicio léguti
gyulladast gatlo hatasai mogott, sejtmentes korijek kozott teszteltik, vajon az SMM
kezelés hatasara csokken-e az RWPE ROS termeléseutatiuk, hogy a kontroll
expoziciénak kitett RWPE 75-szeresre emelte a DIOBrdszcencia intenzitasat a PBS
kontrollhoz képest. Azonban a 30 perces SMM expdzem az alsd, sem pedig a éels
poziciéban alkalmazva nem befolyasolta az RWPH aidukalt DCF fluoreszcencia jel

emelkedést.
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4.8 Az SMM expozicié csokkenti a pollenkivonat &ltal inlukélt oxidativ stressz mértéket
epitél sejt tenyészetben
Kovetked kisérleteinkben az SMM expozicio hatasat vizsgalRWPE indukalt
intracellularis ROS szint névekedésre Iéguti hatekbgen. A parlagf pollen kivonattal kezelt
A549 hadmsejtekben a PBS-el kezeltekhez képest eaetik DCF fluoreszcencia intenzitast
tapasztaltunk, mely szignifikansan csdkkent az @sbicioban 1é¥ plate-ekre hat6 SMM
esetén. Az SMM expozicié sem az also, sem & fptzzicibban nem okozott szignifikans

valtozasokat az intracellularis ROS szintekben 888l kezelt sejttenyészeteknél.

4.9Az SMM expozicio kdzvetlenil az intranazélis RWPE kzelést kovaten cstkkentette

a légutak teljes antioxidans kapacitasanak pollemdukalt emelkedését

A tidé hamsejt tenyészetekkel veégzett kisérleteink eregmiéalapjan az SMM
expoziciét koveten a légutak ROS szintjét kivantuk vizsgalni RWREzelt egerekben.
Ezekhez a vizsgalatokhoz SMM vagy kontroll expariek kitett RWPE-vel vagy PBS-el
kezelt naiv egerek BALF mintaibdl a Iégutak totdliexidans kapacitasat hataroztuk meg. Az
RWPE kezelés hatasara szignifikansan magasabla 8Ai_F mintak antioxidans kapacitasa,
mint a PBS kezelést koven. Kimutattuk, hogy egyetlen 30 perces SMM expozic
kozvetlenll az intranazalis RWPE kezelés utan fésmm mérsékelte a légutak teljes
antioxidans kapacitasanak pollen-indukalt novekédészek az eredmények azt mutatjak,
hogy az SMM expozicié az allergias gyulladasrajtgfe pozitiv hatasat részben a ROS-ok

modulalasan keresztil fejti ki a légutakban.

Ve

Szamos bizonyiték igazolja, hogy a ROS-ok fontasegzet jatszanak kilonb&hizdsejt
valaszok szabalyozasdban. igy a koveikbeen az SMM expozicid hizosejtek
degranulaciéjara gyakorolt kbzvetlen hatasat taanyoztuk human dstesztek elvégzésével.
Bar a tesztelt allergének mindegyikénél, kivévertka kivonatot, az SMM kezelés hatasara
kisebb meérték volt az 6déma atmée, egyedul a pozitiv kontroll (hisztamin) esetében
tapasztaltuk az ddéma atrd@nek szignifikans csokkenését az SMM expoziciGsat.
Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az SMM expodzképes szignifikansan csdkkenteni a
hisztamin indukalt 6déma kialakuldsat, mig az géeekkel kivaltott hizésejt degranuléciot

csak kis mértékben befolyasolta.
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5. Megbeszélés

A parlagfi pollent szamos orszagban a legjebsabb Iéguti allergének kozott tartjak
szamon, mivel szdmos betegség (rhinitis, 6Réttya-gyulladas, allergias asthma)
leggyakoribb és legsulyosabb tineteit idé#i. &izonyitott, hogy a pollenszemek nemcsak
allergén fehérjéket hordoznak, hanem egyes kompefileadjuvansként is szerepet jatszanak
az allergias reakciok szenzitizacios fazisaban. Mok soran a pollen NAD(P)H oxidazok
altal termelt ROS-ok szerepét vizsgaltuk az allesgreakciok szenzitizaciés valamint
kivaltasi fazisaban.

Kimutattuk, hogy a pollen expozicio altal kivaltottidativ stressz aktivalja a DS-eket. Azt
a megfigyelésunket, hogy a pollenszemek oxidatiesstt indukalnak DS-ekben koratbi
vitro ésin vivo adatok is alatdmasztjak, miszerint légati hamkbga a pollen NAD(P)H
oxidazok novelték az intracellularis ROS szintatvdbba eredményeink illeszkednek ahhoz a
megfigyeléshez, hogy az SPP-k szintén képesek txisgiesszt indukélni monocita erefilet
DS-ekben. Ugyanakkor a pollenszemekkdrelése, mely eliminalla NAD(P)H oxidaz
aktivitasukat, teljes mértékben nem akadalyozta ameg@xidativ stressz kialakulasat a DS-
ekben, igy egyéb pollen komponensek részveételezaenato ki a DS-ek aktivacidjaban.

Ismert, hogy az oxidativ stressz DS-ekben aktivaljaN«B és MAPK szignalizacios
termeléséeért felékek. A pollenkezelést koviEn megemelkedett a DS-ek citokin szekrécidja,
melyet antioxidans alkalmazéséval géatolni tudtlfikigazolja a DS-ekben kialakult oxidativ
folyamatokat. Tovabbi eredményeink azt mutatjdkgyh@ pollenszemek altal indukalt
oxidativ stressz hatasara fokozottabba valt a D&lskinén a kostimulator molekulak és az
erési marker kifejgidése, ami jOl illeszkedik korabbi megfigyelésekhaml a DS-ek CD80,
CD83 és CD86 expresszidjanak noveked@#sgzamoltak be xantin/xantin oxidaz rendszer
altal termelt szuperoxid anionok hataséra.

Az allergias megbetegedések szempontjabdl igenogomegvizsgalni a DS-ek IL-12
termeb képességét, mivel az alacsony IL-12 szint a ThRywd differenciaciét tmogatja.
Eredményeink szerint a pollenkezelt DS-ek kismérték-12 termelésére képesek, mely
alatdmasztja azt a megfigyelésiinket, hogy a pdmsk hatasara félig érett DS-ek
alakulnak ki.

Korabbi, léguti hamsejt tenyészettel végzett ké&étek szerint azokban a sejtekben

indukalddott oxidativ stressz, melyek a pollensadak kdzvetlen kontaktusba keriltek.
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Eredményeink szerint a pollenkezelt DS-ek felszirexpresszalodott CD83 molekula
igazolja, hogy a pollen expozicido hatdsara éretteRSalakultak ki, habar a sejtek kis
hanyadanal tapasztaltuk ezt a valtozast. Ennekebet la magyarazata, hogy a sejtek
kulonbo®d meérteki oxidativ stressznek voltak kitéve a tenyészetb@ollenszemeki valo
tavolsaguk fliggvényében. igy a pollenkezelt DS-Jt gekultiraban a naiv T sejtek
kilonb6d érési/aktivacidés allapotban kevDS-ekkel Iéphettek interakcidba, melynek
eredmeényeként Thl, Th2 és IL-10 citokinek is detiletok ezen T sejtek fellluszojaban.
Megfigyeléseink jol illeszkednek egy korabbi mun&ahmely leirta, hogy a pollenkezelt DS-
ek ebsegitik a naiv T sejtek effektor sejtekke toétédifferenciacojat, melyek Th1l/Th2
citokinek termelésére is képesek. Habar a polleslkd2S-ek hatdsara megemelkedett a
CD25Foxp3 sejtek aranya a tenyészetben, mely tovalth ha a T sejteketdmnaktivalt
pollenkel kezelt DS-ekkel tenyésztettik egyutt, BseéKleti rendszeriinkben az IL-10
termelésért a CD2Boxp3 fenotipussal rendelkézT sejtek feledsek. Ezek alapjan azt
feltételezzik, hogy admnaktivalt pollennel kezelt DS-ek inkabb tolerogttajdonsaguak,
mely a pollen NAD(P)H oxidazok DS-ek aktivacidjaldaatoltott szerepének bizonyitéka.

A kisérleteink el§ részében tehat kimutattuk, hogy a pollenszemek ialdukalt oxidativ
stressz DS-ekre gyakorolt hatasa éetegyrészt fokozza a DS-ek proinflammatorikuskaito
termelését, ezaltal részt vesz a helyi immunvakdsno, masrészt adjuvansként szerepet
jatszik a pollen antigének elleni adaptiv immunsalkivaltasaban is.

Az allergids gyulladas patogenezise jol ismert, amgkor kialakulasanak pontos
mechanizmusai kevéssé ismertek, igy a gyogyit@ngobbségében csupan tineti kezelésre
van lehebség. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy lokalgiaxidansok képesek gatolni a
parlagfi pollen-indukalt |éguti allergias gyulladast szeizélt egerekben. Ezt a hatast
azonban csak az allergénnel egyitt adott vagy taniazalis pollen adasat kdgeh rovid
idén bellll alkalmazott antioxidansok valtottak ki. lggioszirisithet, hogy egy megemelt
antioxidans potencial fenntartasa (] terdpias tetdgteket vethet fel a pollen indukalt Iéguti
allergids gyulladas kezelése soran. Mivel az SMigoeicio hatassal lehet a szabadgyodkokre,
igy megvizsgaltuk, vajon befolyasolja-e az SMM ezxip® a pollen indukalt allergias

Eredményeink szerint a szenzitizacio fazisabanlralkzott napi egyszeri SMM expozicid
nem befolyasolta a kialakult allergias gyulladasmzitasat.

Tovabbi vizsgélatainkban részletesen tanulmanyoamu8MM expozicié hatasat allergias
reakcio kivaltasi fazisara. Jol ismert, hogy a m@kRWPE-vel tortént kivaltasa soran a

kezdeti neutrofilek toborzasat az eozinofil grawititk bearamlasa kéveti a légutakba, ahol
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mindkét sejttipus hozzajarul az allergias gyulladssran fellép oxidativ stressz
kialakulasdhoz. Tovabba az oxidativ stresszre adaltiszként a légutak megemelkedett
antioxidans kapacitasa is detektalhat6. Kisérlktsiordn kimutattuk, hogy egyetlen SMM
kezelés kozvetlenll az in. RWPE adasat késmetcsotkkentette az intranazalis paragf
pollenkivonat hatdsara megemelkedett antioxidapaditas szintjét és mersekelte az allergias
gyulladast. Ezek a megfigyelések azt sugalljak,yhag SMM expozicié csokkenti a pollen
NAD(P)H oxidazok &ltal kivaltott kezdeti oxidatitresszt. Tovabba ismételt, 3 egymast
kéveth napon at tortéh SMM kezelés 6 6raval az in. RWPE adasat kiemetszintén
hatékonyan csokkentette az allergias reakciokat.

A tovabbiakban az SMM ROS-okra kifejtett hatAsmettrauséat vizsgéltuk. A SMM
expozicié sejtmentes korilmények kdzott nem betwitd az RWPE NAD(P)H oxidazok
ROS termal képességét. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy MM expozicio
modosithatja azokat a biokémiai reakciokat, melgekbgynél tobb parositatlan elektron vesz
részt. Kimutattdk, hogy aBflggs etanolamin-ammonia-liaz enzim aktivitasa megvéitoz
100 mT SMM expozicid hatasara. Hasonloképpen vidgaem enzimek, tormaperoxidaz
eés citokrom P-450 aktivitasat is. Mivel a pollen D@)H oxidazok komponenseit,
szerkezetét és enzimatikus reakcioit még nem dektéel teljes mértékben, igy nincsenek
korabbi adatok az SMM expozicié ezen enzimek saxitermed képességére.

Sejttenyészetben végzett kisérleteink azt mutattidgy az SMM kezelés hatasara
csokkent az RWPE indukalt ROS termelés A5496epiel sejtekben. Bar az SMM
antioxidans hatasanak molekularis mechanizmusai texjazatlanok, vizsgalataink jol
illeszkednek korabbi adatokhoz, melyek igazoltdk Sl¥IM expozicid oxidativ stressz
csokkend hatdsat antioxidans enzimek (pl. szuperoxid dizamuglutation peroxidaz és
katalaz) aktivitasanak szabalyozasan keresztilfdgéblaszt sejtekben.

Annak érdekében, hogy az allergének kapcsolathdHessenek a hizosejtekkel, keresztil
kell jutniuk a hamsejtrétegen. Az SMM hizésejtekgmdamulaciojara kifejtett hatdsanak
vizsgalatakor Brteszteket végeztink, melynek soran apré karcohisefettiink a éron,
lehetbvé téve az allergének bejutasat é&be és a hizosejtek aktivaciojat. Ezekben a
vizsgalatokban az allergén indukalt 6déma pozitwatiolljaként hisztamint hasznaltunk. A
human vizsgalatunk eredményei azt mutattak, hogySB#M expozicid szignifikAnsan
csokkentette a hisztamin &ltal kivaltott 6déma &tpé€ mely illeszkedik kordbbi
allatkisérletekbl szarmazé adatokhoz, ahol 15 és 30 perces kozpeseg SMM kezelés
(5-100 mT) kozvetlentl a hisztamin beinjektalasanutszignifikans 6déma redukciot

eredményezett. Kisérleti rendszertiinkben a NAD(P)idaz aktivitassal rendelkézarlagfi
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es fifélek kivonatai altal indukalt 6déma meéretét nerdkkgntette az SMM expozicio, mely
jelenségre az a kordbbi megfigyelés adhat magyatazeogy a pollen NAD(P)H oxidazok
altal termelt ROS-oknak nincs kdzvetlen hatasag&znhedialt hizésejt degranulaciora.

Eredményeink alapjan feltételezhetjiuk, hogy érdelmese részletesebben tanulmanyozni
az MRI berendezések koéruli SMM hatasat, mely aalalk hasznalt SMM generalo
rendszerhez igen hasonld, kiléntsképpen a nyiltM& | esetében, mivel az SMM jotékony
hatdssal lehet a pollen indukalt allergias betegjdaéen.
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6. Osszefoglalas

A parlagfi pollen az allergids megbetegedések — mint a mhjirkibhartya-gyulladas és
az allergias asthma — egyik leggyakoribb és a lggsabb tlineteket &déz tényedje
Kbzép Eurépaban. Az allergias megbetegedések patmmzmusanak szamos részlete mar
jol ismert, de a folyamatokat elindité leépésiknég keveset tudunk.

A dendritikus sejtek (DS-ek) kulcsfontossagu szeetpbirnak az allergias reakcidk
szenzitizacios fazisdban, igy munkank sor&fszir a pollenszemek altal termelt reaktiv
oxigéngyokok monocita-eredetDS-ekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Eredményeazk
mutatjak, hogy a pollen-expoziciéo oxidativ stress#itott ki a DS-ekben, melynek
kialakulasdhoz a NAD(P)H oxidazok mellett a pollmmeek egyéb komponensei is
hozzajarultak. A megemelkedett intracellularis teakxigéngyok szint ésegitette az IL-8, a
TNF-a valamint az IL-6 citokinek termé&liését. A pollenszemekkel tortemkolcsonhatast
kovetben a DS-ek felszinén fokozédott a CD80, CD86, CES3HLA-DR molekulak
kifejezodése. A pollenkezelt DS-ekdskgitették a naiv T sejtek kulonoatokineket (IL-3,
IL-5, IL-10, IFN-y) termeb effektor T sejtekké torténdifferencidlodasat. Az antioxidans
hozzaadasa a tenyészethez gatolta a DS-ek fenmtipagunkcionalis valtozasait.

Ismert, hogy az oxidativ stressz hozzajarul azrgile gyulladas kialakulasahoz.
Bizonyitott, hogy a statikus magneses tm€&MM) altal kifejtett bioldgiai hatasok részben
szabadgyokok altal mediéltak, ezért a tovabbiaklézepes disséd SMM hatdsat
vizsgaltuk az allergids léguti gyulladas egér mipeledn, valamint human allergid$reszt
vizsgalatokban. Kimutattuk, hogy mar egyetlen, #cps SMM expozicidé kdzvetlenil az
intranazalis parlagf pollenkivonat kezelés utan jelésen mérsékelte a légutak teljes
antioxidans kapacitasanak pollen-indukalt novekéésalamint szignifikAnsan cstkkentette
az allergias gyulladds mértékét is. Ismételt (3ne@st kdved napon) vagy megnovelt
idétartamu (60 perces) SMM kezelés a nazélis polleniav adasat kovéen hatékonyabban
csOkkentette az allergias reakciokat, mint az egryS0 perces kezelés. Az SMM expozicio
sejtmentes korulmények kozétt nem befolyasolta depkivonat szabadgyok-terndel
képességét, mig a pollenkivonat altal indukalt tiealoxigéngyokok szintjet a léguti
hamsejtekben csokkentette. A human allergidstebztek eredményei szerint az SMM
expozicidnak nincs kdzvetlen szignifikans hatab#&ésejt degranulaciora.

Eredményeink a pollen ereflebxidativ stressz allergias gyulladas szenzitizichs
kivaltasi fazisaban bet6ltott fontos szerepéredkivgl a figyelmet, valamint hozzajarulhatnak

Uj terapias eljarasok kidolgozasahoz.
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